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胶原酶研究进展与应用 
宋易航 1，王楚浩 1，方柏山 1, 2, 3 
（1 厦门大学化学化工学院；2厦门市合成生物学重点实验室；3福建省化学生物学重点实验室，福建 厦门 361000） 
摘要：胶原蛋白广泛存在于有机体生命各组织，是构成生命体的基础性蛋白之一。胶原蛋白结构相对复杂、稳定性良好、不
易受到普通蛋白酶的降解破坏。而基质金属蛋白酶和微生物胶原酶是为数不多能原位降解胶原蛋白的两类胶原酶，能够在生
理环境下保持较高酶活力从而发挥作用，因此受到研究者的广泛关注。本文首先简要介绍胶原蛋白及其水解酶，其次重点介
绍基质金属蛋白酶和微生物胶原酶的发掘历程和水解机理，然后综述这两类酶的最新研究进展及其在医疗诊治、食品加工、
环境保护及组织工程等多方面的应用，最后总结胶原酶及胶原蛋白研究现状、研究难点和未来研究方向。 
关键词：生物工程；酶；蛋白质；基质金属蛋白酶；微生物胶原酶 
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Progress and application of collagenase research 
SONG Yihang1, WANG Chuhao1, FANG Baishan1,2,3 
(1College of Chemistry and Chemical Engineering, Xiamen University; 
2The Key Lab for Synthetic Biotechnology of Xiamen City, Xiamen University; 
3The Key Laboratory for Chemical Biology of Fujian Province, Xiamen 361000, Fujian, China) 
Abstract: Collagen is widely distributed in various tissues of living organisms and is one of the basic proteins that 
constitute living organisms. The structure of collagen is more complicated than general protein and it displays a 
more stable property so that normal proteases have no significant effect to deal with it. There are only two typical 
enzymes have ability to hydrolyze collagen in situ, one is called matrix metalloproteinase (MMP) and another is 
bacterial collagenase. In this review we introduce the collagen and hydrolase in briefly, then we present the 
development process and the hydrolysis mechanism to collagen between matrix metalloproteinase and collagenase, 
then we present the particular aspects of the different enzyme activities will be contextualized within relevant 
areas of application, mainly about therapeutics, food processing, environmental protection and tissue engineering. 
In the end we will summarize the development of the present research and guide further potential research 
orientation of the system of collagen & collagenase.   
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引  言 
胶原蛋白来源丰富，广泛存在于动物肌腱、韧带、牙质及骨骼等组织的有机质中，对人而言，胶原蛋
白占蛋白总量的三分之一以上，占皮肤总干重的四分之三以上[1]。其中，至少有 42 种不同类型的多肽链可
以构建 28 种以上不同类型的胶原蛋白（见表 1）[2]。1951 年 Pauling 等[3]提出胶原蛋白的基本结构；1955
年 Rich 等[4]进一步明确其是由三条左旋的富脯氨酸链在氨基酸残基交互力的作用下形成的一条右手超螺
旋蛋白（见图 1）。其特殊的螺旋结构和稳定的性质主要是由重复出现的“Xaa-Yaa-Gly”残基结构决定的，
其中 Xaa、Yaa 可为任意氨基酸（最为常见的三肽单位为“Pro-Hyp-Gly”，约占胶原蛋白总量的 10.5%[5]）。
正是由于胶原蛋白适当的氨基酸组成、特殊的序列、巧妙的折叠、较强的氨基酸分子间氢键以及空间结构
和电子效应等因素[6-13]交互作用决定了胶原蛋白较高的热稳定性和较强的机械强度。胶原蛋白也具备自组
装形成纤维结构的特殊性质（主要发生于Ⅰ、Ⅱ型胶原蛋白），进一步提高了胶原蛋白间的整体稳定性[14]。 
表 1 不同类型胶原蛋白举例[1] 
Table 1 Several different types of collagen [1] 
类型 分类 组成 分布 
Ⅰ 纤维状 α1[I]2α2[I] 皮肤、骨、肌腱等 
Ⅱ 纤维状 α1[II]3 软骨、玻璃体等 
Ⅲ 纤维状 α1[III]3 血管、结肠等 
 
Ⅳ 
 
网状 
α1[IV]2α2[IV]  
α3[IV]α4[IV]α5[IV] 
α5[IV]2α6[IV] 
 
组织基膜等 
 
图 1 胶原蛋白示意图[1] 
Fig. 1 The diagram of collagen[1] 
（a-胶原蛋白结构示意图；b-沿轴向三螺旋胶原蛋白球棍示意图；c-胶原蛋白片段氨基酸组成球棍示意图（虚线为链间氢键）；
d-c 的平面示意图） 
 
 
胶原蛋白因其稳定而保守的螺旋结构一般不被普通蛋白酶所降解，只有在高温、极端酸碱环境下才会
部分解旋发生水解。而胶原酶能够在体温附近有效解旋胶原蛋白，使其成为易被蛋白酶水解的单股肽链，
因此添加胶原酶成为提高胶原蛋白水解水平的重要手段，在食品、医疗、组织工程中都有广泛的应用。关
于胶原酶的确切分类尚有争议，目前将能够水解原生胶原蛋白的一类酶统一称为胶原酶，在对胶原酶活性
的定量描述上，以Ⅰ型或Ⅲ型胶原蛋白为底物加入胶原酶相互作用，以甘氨酸或其他游离氨基酸产生的多
寡来定义酶活性的高低。胶原酶来源于动物、植物或微生物中，但主要研究对象为基质金属蛋白酶（Matrix 
Metalloproteinase，MMP）及微生物胶原酶（Collagenase）两类，接下来我们将详细介绍两类胶原酶的发
现、功能作用的异同点以及胶原蛋白与胶原酶的相关应用。 
1 基质金属蛋白酶 
基质金属蛋白酶（Matrix Metalloproteinase，MMP）是一大类依赖钙离子激活和锌离子结合催化域体
现水解活性的蛋白肽链内切酶，迄今为止至少已发现该酶系 28 种结构相似、功能接近的酶类，其主要是
脊椎动物自身基质分泌的一类酶。MMP 类酶在胚胎发育、细胞形态建成、血管再生和伤口愈合等生理和
病理方面发挥着重要作用[15]，甚至能在一些生理过程中改变细胞行为，例如在骨骼组织重新塑形过程中，
能够激活并聚集破骨细胞发挥功能[16]。 
MMP 的发现要追溯至上世纪 60 年代，1962 年 Gross 等研究发现蝌蚪变态期能够产生一种降解胶原蛋
白的“活性物质”，后来被证实这一类“活性物质”便是间质胶原酶，即被准确定义为胶原型基质金属蛋白酶
的一类酶 [17]。在挖掘 MMP 酶系家族过程中，克服了纯化的困难获得了纯酶、基于技术平台和实验手段的
进步明确了酶的结构特征、最终发现了 MMP 酶原激活的模式，对 MMP 调节生理功能有了更明晰的认识。
其详细的发展史见表 2： 
表 2 MMP 研究发展史[18] 
Table 2 The research development of MMP[18] 
时间 事件 
1962 年 在蝌蚪尾中发现具有胶原酶活性物质 
1970 年 首次纯化人类皮肤中的胶原酶 
1971 年 发现存在酶原形式的胶原酶 
1972 年 在类风湿性滑膜检测到胶原酶活性 
1977 年 类白介素-1 活性诱导胶原酶 
1979 年 纯化胶原酶组织抑制剂（TIMP-1） 
1980 年 将Ⅳ型胶原酶活性与肿瘤转移建立联系 
1984-86 年 克隆部分 MMP 的互补 DNA 及基因组 
1985 年 克隆 TIMP-1 
1988 年 MMP 启动子用作转录调节启动子模型、在老鼠模型中使用合成的 MMPI 
1989 年 在美国佛罗里达召开 MMP 会议、会上阐述 MMP-2 及 TIMP-2 之间相互作用 
1990 年 解释半胱氨酸开关激活 MMP 活性中发挥的作用、克隆老鼠胶原酶 
1992 年 巴马司他（MMP 组织抑制剂）用作Ⅰ期临床试验 
1993 年 第一届 MMP 高登研究会议、高登会议中揭示了第一张 MMP 结晶结构图 
1994 年 鉴定出人类 MMP-13、TIMP-3 突变与 sorby 眼底营养不良症相关、克隆膜结合
MMP(MT1-MMP) 
1995 年 MMP-3 基因敲除型小鼠模型 
1996 年 鉴定 MMP-3 启动子中单核苷酸多态性 
1998 年 鉴定 MMP-1 启动子中单核苷酸多态性 
1999 年 建立 MT1-MMP 基因敲除型小鼠模型、强力霉素（MMP 组织抑制剂）获得许可 
2001 年 发现 MMP 膜型酶原激活模式[22] 
2004 年 提出 MMP 胶原酶降解胶原蛋白方式[15] 
2006 年 解析出 MMP-1 蛋白晶体图[27] 
2012 年 构建起 MMP 降解胶原蛋白分子模拟图，明确了酶解作用的关键位点及功能域作用[29] 
 
MMP 类胶原酶可由基质细胞、上皮细胞、巨噬细胞和白细胞等分泌[18]。根据结构的差异和底物特异
性的不同，MMP 被分为六个亚族，分别是胶原酶（Collagenases，包括 MMP-1、MMP-8、MMP-13、MMP-18
等）、明胶酶（Gelatinases，MMP-2、MMP-9）、间质溶解素（Stromelysins，MMP-3、MMP-10）、基质溶
解因子（Matrilysins，MMP-7、MMP-26）、膜型 MMP（Membranetype MMPs，MMP-14、MMP-15）及其
他类型 MMP，共同在调节生理功能中发挥着重要作用。 
MMP 家族酶在结构上有几个共同特征：都包含氮端前导序列（P）、前肽结构域（Pro）、催化域（Cat）、
血红结合素域（Hpx，除 MMP-7 及 MMP-26 外均含该结构域）及连接域（H，富含脯氨酸短肽，除 MMP-7
及 MMP-26 外均含该结构域）等功能域[19]，其中催化域结构高度保守，均是由五条 β 片和三条 α 螺旋组成
一个边界明晰的“口袋”，可以根据“口袋”中残基的差异来判断不同的 MMP 类型。各结构域并非各自独立，
而是具有交互作用，共同决定不同 MMP 的特异性，协作完成整个分子催化水解过程。结构域的相似使得
不同类型的胶原酶“共享”相同的酶原激活机理，但由于催化域的关键氨基酸、结构上功能域的差异等原
因，导致不同类型 MMP 的特异性底物不同，譬如胶原酶类型 MMP 对胶原蛋白有良好降解能力，而明胶
酶类型胶原酶仅能降解明胶[18] ，其结构差异如下图 2 所示，其中除弗林蛋白酶切割位点（F）与转膜域（TM，
Transmembrane Domain）外，各结构域上文均有记述： 
图 2 几种不同类型的 MMP 结构示意[18] 
Fig. 2 The diagram of several types of MMPs[18] 
 
1.1 MMP 酶原及活化机理 
影响 MMP 活性的因素很多，包括但不限于基因转录、转录后翻译修饰、酶原激活效率及内源性物质
抑制等[20]。研究者发现细胞因子（如白介素）、生长因子（如转化生长因子）、血小板衍生生长因子、荷尔
蒙和类固醇等因素都能影响 MMP 基因的转录，能够提高或者降低 MMP 基因的转录水平。另外单核苷酸
多态性也可能影响 MMP 基因调控，从而改变 MMP 的产生分泌。 
在研究 MMP 酶活性调控因素的过程中，Wart 等[21]发现了 MMP 独特的酶活性激活方式，即“半胱氨酸
开关（Cysteine Switch）”。所有类型的 MMP 分泌时均是无酶活的酶原，而该类酶原可被某些蛋白酶水解、
或由十二烷基硫酸钠和硫氰化钠扰动改变结构、也可被重金属离子或部分氧化剂影响从而产生活性。其原
理在于酶原前肽结构域（Pro）中包含一段高度保守的多肽序列“Pro–Arg–Cys–Gly–X–Pro–Asp”，其中未成
对的 Cys 与催化域（Cat）中激活酶活性的锌离子产生相互作用，从而导致活性位点被屏蔽，所以只要通
过物理、化学、生物手段将两域间的相互作用消除即可激活酶原产生酶活性[18,21]。 
同时 MMP 间也存在相互作用，例如 Itoh 等[22]发现 MMP-14 可激活 MMP-2。首先 MMP-14（也被称
为 MT1-MMP，属膜型 MMP）在胞内由弗林蛋白酶激活后通过跨膜功能域结合在细胞膜表面，与金属蛋
白酶的组织抑制剂（Tissue Inhibitors of Metalloproteinases，TIMPs）氨基末端结合，而 MMP-2 酶原的血红
结合素域与 TIMP 的羧基末端产生相互作用而结合，构成了 MMP-14&TIMP&MMP-2 单元。构成的复合体
在空间位置上使得 MMP-14 的催化域距离 MMP-2 的前肽结构域很近，从而能够将此区域剪断，将被半胱
氨酸屏蔽的催化域暴露出来从而激活酶活，其过程如图 3 所示：  
 
 
 
 
图 3 MMP-14 激活 MMP-2 示意[18] 
Fig.3 Activation of MMP-2 by MMP-14[18] 
 
组织抑制剂也是影响 MMP 酶活的重要因素，1997 年 Gomis-Rüth 等[23]通过 X 射线晶体结构分析验证
了间质溶解素-1（Stromelysin-1）催化域与组织抑制剂-1（TIMP-1）构成的复合物，并发现 TIMP-1 前肽区
Cys-1 能够与 MMP 中催化域锌离子螯合从而抑制 MMP 活性。TIMP 与 MMP 间结合区域并未像之前预测
的那样多，就整体结构而言，TIMP-1 共 184 个氨基酸残基仅有 Cys1-Thr2-Cys3-Val4 和 Ser68-Val69 会与
MMP-3 催化域有一定相互作用，且结合形式与底物结合相仿。此外 TIMP 不仅作用于 MMP 抑制酶活，也
能够抑制酶原形式的 MMP 激活，使其不能被其他蛋白酶或 MMP 等活化，例如 TIMP-1 能够与酶原 MMP-9
的羧基端结合，抑制其被间质溶解素类 MMP 激活，而这可能和 TIMP 以底物结合的方式与 MMP 连接有
关[24]。 
1.2 MMP 催化水解胶原蛋白机理 
MMP 因其在生理调控中发挥的重要作用受到研究者的广泛关注，更深入地探究 MMP 在生物体中发
挥的功能作用、探究 MMP 水解胶原蛋白机理等，能够解析一些疾病的发病机理，了解人体某些组织器官
代谢调控的控制途径，对人体保健、医疗卫生等相关健康行业的发展也有良好促进作用。剖析 MMP-1 水
解胶原蛋白机理的难点之一在于胶原蛋白复杂的结构特征，因为胶原蛋白尤其纤维状胶原蛋白本身难溶于
水、加之复杂的分层结构和较大的尺寸，使得其在生物化学和生物物理方面的研究困难重重，后来通过以
序列相仿、结构相似的三螺旋胶原型多肽（CRP，Collagen-Related Peptides）替代胶原蛋白进行研究，这
一问题方得到解决[25]。 
在上述研究基础上，依旧难于完整解释其水解机理。以 MMP-1 为研究对象，通过蛋白结晶研究者发
现其催化域狭缝过小（≈5 Å），无法容纳直径约 15 Å 的胶原蛋白（见图 4），这意味着酶切位点无法与蛋白
结合。而事实上根据实验结果可以得知 MMP-1 能够良好地水解胶原蛋白，将其降解为一般多肽。这一结
果似乎与观测到的情况相悖。据此研究者提出 MMP 降解胶原蛋白前需将其解旋的假设，解旋后的单股胶
原蛋白多肽直径小于 5 Å，可被 MMP-1 催化域完全包围，使得多肽链能够与催化位点结合从而发生水解，
根据这一假设弥补了胶原蛋白水解过程中缺失的论据链条。 
图 4 胶原蛋白多肽（CRP）与 MMP-1 催化域狭缝分子模拟对比图[15] 
Fig.4 Alignment of the collagen-related peptides (CRP) with the active site of MMP-1[15] 
（图中浅色为催化域、深色为血红结合素域、B 图箭头为催化域结合的锌离子。A：胶原型多肽（CRP）与 MMP-1 蛋白质分子间位置关系图；B：A
图绕中心轴旋转 90°后相对位置图，由图可以看出催化域狭缝无法完全容纳 CRP 结合到催化位置。） 
 
接下来学者们尝试验证这一假设，Chung 等[15]通过基因突变将 MMP-1 催化域中结合锌离子的谷氨酸
替换为丙氨酸使其失活（E200A），分别让无胶原水解活性的 MMP-1[△C] (缺乏 Hpx 功能域)、MMP-3[△C]
（本身非胶原酶，并缺乏 Hpx 功能域）、MMP-3、HLE（人白细胞弹性蛋白酶）自身和与 E200A 结合的复
合体系水解胶原蛋白，结果发现以上酶皆与 E200A 结合方能水解胶原蛋白，特异性酶解胶原蛋白
(Gln/Leu)–Gly#(Ile/Leu)–(Ala/Leu)多肽链（#，代表酶切位点），产生典型的 1/4、3/4 胶原多肽片段。于是
作者提出假设：失活后的 E200A 虽然不能够水解胶原蛋白，但依旧保留着局部解旋胶原蛋白的能力，使解
旋位置能够与普通蛋白酶发生作用从而水解。之后通过测定胶原蛋白自身及与 E200A 复合体的解链温度，
作者进一步论证前述过程中胶原蛋白发生的是局部水解，仅胶原蛋白部分位点发生解旋而能够被普通蛋白
酶水解。 
之后，2006 年 Bertini 等[26]通过核磁共振（Nuclear Magnetic Resonance，NMR）和小角度 X 光散射（Small 
Angle X-ray Scattering，SAXS）等解析出 MMP-1 蛋白伸展和收缩的结构形态， Iyer 等[27]解析了 MMP-1
的晶体结构，从微观层面剖析 MMP-1 水解胶原蛋白过程中发生的形态变化、动力学特征。在发掘水解机
理的过程中，Iyer 等[27]发现一个有趣的现象，MMP-1 与 MMP-3 功能域几乎相仿，但在作用底物上相差甚
远。MMP-1 是一种典型的胶原酶，能够在原位良好降解胶原蛋白，而 MMP-3 则是典型的间质溶解素，对
胶原蛋白尤其是纤维状胶原蛋白束手无策。通过突变和域交换嵌合体研究，首先明确了 MMP-1 连接肽、
Hpx（血红结合素域）和 Cat（催化域）同时存在能够水解胶原蛋白，另外将 MMP-1 的 Hpx 功能域替换至
MMP-3，后者依旧无法水解胶原蛋白，说明两者无法正常配对。从而证明了多功能域在基因层面需适配、
转录出的产物才具有相应活力这一命题，也从侧面说明了关键氨基酸序列在酶活水平上相对的唯一性。 
Manka 等[28]从分子层面进一步解释了 MMP-1-底物相互作用的机理。文章首先验证了 Cat 与 Hpx 结构
域相互协同方能与胶原蛋白结合这一实验现象，发现二者之间柔性较强的多肽连接链发挥着至关重要的作
用 。 同 时 实 验 者 通 过 构 建 胶 原 蛋 白 多 肽 与 MMP-1 相 互 作 用 库 发 现 Gly# 
(Ile/Leu)-(Ala/Leu)-GXY-GXY-GL(O/Ala)（O，代表羟脯氨酸，#，代表酶切位点）这一多肽链在不同物种
来源的 I、II 及 III 型胶原蛋白 α 链中较为保守，且与 MMP-1 有较强的相互作用（这一发现与 Chung 等[15]
相同）。他们通过氢/氘交换质谱法(H/DXMS)确定了 MMP-1 和胶原蛋白的重点结合区域，在图 5 中明确了
胶原蛋白与 MMT-1 间的作用位点，图 5A 表示胶原蛋白三肽链的序列组成，其中与胶原酶相距 4Å 范围以
内有较强相互作用力的氨基酸残基以色块渲染，图5B则构建了胶原蛋白和MMP-1之间的相互作用立体图。
通过解析二者相互作用模型晶体结构确认了 Cat 和 Hpx 结构域分别与胶原多肽三条多肽链发生作用的部
位，图 5C、D 则反映了 MMP-1 中这两个结构域与胶原蛋白作用的具体位点。同时他们认为温度在解旋胶
原蛋白中发挥了至关重要的作用，随温度提高胶原多肽内部作用减弱，MMP-1(E200A)通过自身结构域能
够更好的锚定胶原蛋白多肽，从而将多肽的切割位点“吞入”疏水催化口袋 S1 中予以水解。 
图 5 胶原蛋白多肽与胶原酶相互作用分子模拟图[28] 
Fig.5 Crystal structure of the MMP-1(E200A) & triple helical collagen peptide complex in molecular simulation[28] 
（图中虚线代表氢键、活性位点 Zn2+以小球表示） 
Bertini 等[29]结合前述研究的工作，将 MMP-1 酶解胶原蛋白过程拆解为四个步骤：第一步如图 6A 所
示，MMP-1 的 Cat（深色）及 Hpx（浅色）结构域处于松弛-紧张平衡构型下（左右分别为松弛态、收缩态），
如图 6B 所示 Hpx 结构域首先锚定胶原蛋白多肽，Cat 结构域通过柔性多肽连接链被引导至胶原蛋白 α（Ⅰ）
链 Gly775–Ile776 附近；第二步如图 6C 所示通过同轴旋转使得 Cat 结构域锚定至胶原多肽链的同时促进胶
原蛋白发生解旋；第三步如图 6D 所示局部解旋的胶原多肽在酶切位点水解，但发生水解的多肽链依旧与
MMP-1 连接；第四步如图 6E 所示被水解的胶原多肽链脱落，MMP-1 继续水解其余胶原多肽。 
 
 
 
图 6 MMP-1 水解胶原蛋白步骤图解[29] 
Fig.6 The steps of collagenolysis by MMT-1[29] 
2 微生物胶原酶 
上世纪生物学家发现微生物具有降解人体组织使伤口溃败、加重感染的能力，其原因在于构成人体组
织的胶原蛋白被微生物某种酶类降解，从而导致微生物侵入。在 1954 年 Maclennan 等[30]就尝试用 162 株
菌株水解胶原蛋白，发现仅有产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens）及溶组织梭菌（Clostridium 
histolyticumi）能够降解胶原蛋白，其中尤以溶组织梭菌为优（令人称奇的是其中一株溶组织梭菌来源于二
战伤兵伤口中），其培养液稀释 256 倍后依旧具备降解偶氮骨胶原的能力。之后研究者又陆续在弧菌、杆
菌等菌属中发现胶原酶的存在。因其相较 MMP 类酶有更多样的蛋白切割位点、更丰富的来源和更广泛的
应用[31-33]，因此受到研究者的重点关注。下文将针对微生物胶原酶的发掘历程、酶解机理等进行梳理。 
2.1 微生物胶原酶发掘历程 
微生物胶原酶最早见报道于 1932 年[34]，受限于技术环境对于“真”胶原酶的定义较为模糊，当时部分
研究者将能够降解明胶或胶原蛋白的酶统一称为胶原酶。经过 20 余年的发展，Maclennan[30]等认为明胶作
为底物特异性不强，其也能够被部分蛋白酶水解，为了更好区别将能够降解原生胶原蛋白的微生物酶定义
为胶原酶。同时发现微生物胶原酶的一些特点[33]，一是同一种菌所产的胶原酶并非只有单一类型，不但类
型多样而且由不同基因编码翻译；二是观测到胶原酶多种亚型构象依旧具有酶活，推测这是由其本身“自
水解”或是蛋白酶水解造成的情况，但留有酶活的问题仍需深入研究。这两个现象均反映出一个值得深究
的科学问题，那就是胶原酶究竟是由哪些功能域构成，又是怎样发挥自身降解胶原蛋白的功能？ 
经长时间物理化学及生物化学研究，研究者将典型胶原酶产生菌：产气荚膜梭菌及溶组织梭菌分泌的
胶原酶分为两类：第一类酶能够较好水解胶原蛋白但对合成的胶原蛋白多肽 FALGPA（不会被蛋白酶类降
解）无明显降解作用，第二类酶则正好相反。Matsushita 等[35]发现溶组织梭菌产生的两类酶分别由 ColG 和
ColH 转录翻译而来，其氨基酸组成有较大的不同，但均是由多个功能域构成，其主要包括一段用作指导
分泌的信号肽、一段前肽域（Bacterial Pre-peptidase，PPC）、一段催化功能域（Activator Domain，AD）、
至多两个类多囊肾病样结构域（Polycystic Kidney Disease-like Domains，PKD）以及至多三个胶原蛋白结
合域（Collagen-binding Domains，CBD），而 PKD 与 CBD 两个域的多寡正是区别微生物一类胶原酶和二
类胶原酶的重要依据（为方便描述，分别将催化域 AD 称作 S1、PKD 结构域为 S2、CBD 结构域为 S3），
其具体结构见下图（阴影部分为 PPC、H 为连接肽）： 
图 7 溶组织梭菌两类胶原酶结构略图及 ColG 翻译胶原酶分子模拟图[33,39] 
Fig.7 The diagram of two types of C. histolyticumi collagenase and molecular simulation of collagenase translated by ColG [33,39] 
 
根据以上的命名标准，将溶组织梭菌ColG及产气荚膜梭菌ColA基因翻译的胶原酶划归为一类胶原酶，
其结构域主要包括 S1、S2、S3a 及 S3b；溶组织梭菌 ColH 翻译的胶原酶则被划归为二类胶原酶，其结构
域主要包括 S1、S2a、S2b 及 S3。研究证明，保留最低酶活的构型需至少一段 S1 及 S3 结构域[36]。例如由
溶组织梭菌 ColG 基因转录翻译的胶原酶，倘若截去活性区域 Lys396-Lys1118，截断的胶原酶能够维持与
完整胶原酶对短肽的酶解水平，但却完全无法降解胶原蛋白。若保留包含活性部位及部分 S3 结构域（含
Tyr119-Gly790 等氨基酸残基），依旧能够确保胶原蛋白的降解。由此可见除最低限度的组成外，其余结构
域更多是在动力学上发挥作用[37]。关于这一独特的情况，有研究者推测微生物胶原酶在微生物入侵宿主细
胞过程中，因外界环境因素、自身或蛋白酶水解及宿主防御机制抵抗等因素，其酶蛋白完整结构不易保留，
但通过自然进化保留最“至关重要”的酶组件，在结构被完全破坏前能够始终保持一定的水解胶原能力，能
够最大程度上完成对机体调理作用的干扰及对宿主的侵染[38]。 
2.2 微生物胶原酶水解胶原蛋白机理 
由 ColG 转录翻译而来的胶原酶常被用作模型酶来解析酶活性及水解胶原蛋白机制。与 MMP 类胶原
酶类似，微生物胶原酶催化域也存在一个锌离子作为活性中心，与胶原酶氨基酸残基 His523、His527、
Glu555 以及一个水分子以四面体形式结合，另外边缘的水分子又以氢键与 Glu524 相结合(见图 8)。 
图 8 溶组织梭菌（Clostridium histolyticumi）ColG 基因转录翻译的胶原酶活性位点示意图[39] 
Fig.8 The collagenase（Clostridium histolyticumi） translated by the gene of ColG with ribbon representation of the active site[39] 
（图中较小微球为 Zn2+、较大微球为与之结合的水分子。各棒状模型为胶原酶氨基酸残基，由图可见 His523、His527、Glu555 及水分子以四面体形
式将 Zn2+包裹其中，Glu524 又以虚线所示的氢键与水分子结合。） 
关于其结构解析的历程也与 MMP 相仿，但因为微生物胶原酶分子量普遍更大、结构域更复杂所以对
环境要求更高。随着技术成熟，精度逐渐提高，经小角度 X 光散射、蛋白结晶分析、单量子相干核磁共振
（Single Quantum Coherence Nuclear Magnetic Resonance，HSQC NMR）等[36,38,39]分析，确定了微生物胶原
酶各结构域功能并揭示了其与胶原蛋白作用机理。在 ColG 胶原酶中，CBD 结构域通过识别胶原蛋白特殊
的三螺旋结构能够与之良好结合，与 MMP 不同的是 CBD 提高的是与纤维状胶原蛋白的结合能力，意味着
CBD 的多寡决定了与纤维状胶原蛋白的结合力强弱；PKD 结构域进一步加强与纤维状胶原蛋白的结合能
力；AD 结构域则将结合的纤维状胶原蛋白水解。同样在水解之前，胶原蛋白也将发生构型解旋的变化，
这一机理被 Eckhard 等[39]称之为“吞消机理”（Chew-and-digest Mechanism），如图 9 所示其水解过程大体分
为两步，第一步微生物胶原酶通过多组功能域与（纤维状）胶原蛋白结合，胶原酶逐渐由松弛构型变为闭
合构型（如图 9a-b、d-e 所示）；第二步胶原酶恢复半开-半闭构型过程中，（纤维状）胶原蛋白在强结合力
作用下被解旋，其二级结构暴露在活性位点下完成水解（如图 9c、f 所示）。此时胶原蛋白被解旋酶解，胶
原酶也随之恢复松弛构型，（纤维状）胶原蛋白未解旋的其余部分或尚未水解的可进行下一轮水解开始新
一周期。此外需要注意的是，影响微生物胶原酶酶活性和水解水平的除了结构的完整性、酶活性中心的结
合情况外，Ca2+也发挥了至关重要的作用。其核心在于改变胶原酶局部构型，使之更适宜改变结构以催化
胶原蛋白[40]，这也是为何胶原酶酶活性测定中需加入 Ca2+的原因。 
图 9 胶原蛋白及纤维状胶原蛋白被胶原酶水解示意图[39] 
Fig.9 The collagenolysis process model of triple-helical and microfibrillar collagen[39] 
3 基质金属蛋白酶（胶原酶型）及微生物胶原酶的应用研究 
通过上世纪至今对胶原酶的研究，研究者对 MMP 及微生物胶原酶构成、结构等有了全面深刻的认识，
并逐渐探明了不同类型胶原酶与胶原蛋白间相互作用的机理，为当下及未来的研究与应用奠定了基础。
MMP 因与人类息息相关，其研究成果多被用于设计组织抑制剂用于治疗癌症、关节炎等疾病[19]，而微生
物胶原酶因来源广泛、多样性丰富，应用领域更加多元化[33]。下文就两种胶原酶在医疗诊治、食品加工、
环境保护及组织工程等多方面的应用研究予以综述。 
3.1 在医疗诊治中的应用研究 
目前已知的微生物胶原酶多来自原核生物，在微生物侵袭有机体过程中，胶原酶发挥了降解特定细胞
膜和细胞外基质的作用[41]，其同时分泌蛋白酶提高侵染能力，进一步深入有机体内部微氧或厌氧部位中、
破坏有机体免疫系统、达到对人或动物的深层感染。人体炎症性肠胃病、伤口感染腐败化脓、牙周类炎症
等疾病大多由此类原因造成[42-43]。值得一提的是，有报道称部分微生物胶原酶不仅能够消化胶原蛋白组织，
同时本身不受组织蛋白抑制剂的影响、甚至能够使抑制剂失活无法发挥作用[44]。此外，除了致病微生物降
解胶原蛋白给人和动物带来的的潜在危险，若胶原蛋白本身在组成、结构上发生突变，也会引起局部肌体
产生病变[45]。 
随着对胶原酶研究的深入，加之提纯技术逐渐进步，采用胶原酶来治疗、甚至治愈有关疾病成为现实。
基于胶原酶能够在生理条件下原位降解特性，使得其在治疗组织纤维化、腰椎间盘突出、杜普伊特伦挛缩、
伤口愈合及疤痕修复等方面发挥着越来越重要的作用。杜普伊特伦挛缩（Dupuytren's Contracture）是一类
手掌胶原蛋白组织异常增生肥大、在后期由于手掌结构变形无法正常收缩手指造成功能性衰退的疾病。传
统的治疗手段是通过外科手术进行筋膜切开术[46]，常伴随长期疼痛和较高的复发率，给患者带来精神和生
理上的双重负担。研究者针对病情特点，论证胶原酶作为治疗方案的可行性，从治疗方式、损害程度、恢
复周期及复发率等多个层次追踪，明确了胶原酶治疗的可靠性[47-48]，最终获美国食品和药物管理局(Food 
and Drug Administration，FDA）及欧盟药品局（European Medicines Agency，EMA）批准[49]，由溶组织梭
菌（Clostridium histolyticumi）分泌产生的胶原酶可用作医疗专用酶，目前该治疗方式已得到较为广泛的应
用。Villegas 等[49]在传统注射胶原酶的基础上，制备了纳米型胶原酶颗粒，构建了小鼠组织纤维化模型分
别比较传统注射治疗方式及纳米颗粒治疗的效果，他们分别以注射生理盐水的小鼠做阴性对照组、注射博
来霉素小鼠致皮肤纤维化做阳性对照组、持续注射博来霉素但分别采用普通胶原酶治疗或纳米颗粒型胶原
酶治疗小鼠的作为实验模型（见图 10 从左至右为四种小鼠模型切片染色图，着色区即组织纤维化区域），
发现纳米缓释型处理半衰期长、治疗效果好、同单位量效力明显提高、同时可明显减轻传统手术开刀治疗
或注射胶原酶等方式带来的生理痛苦，研究者认为该方法具明显优势。 
图 10 纳米颗粒缓释胶原酶治疗小鼠纤维化模型切片染色图及治疗效果分析[49] 
Fig.10 Effect of collagenase nanocapsules in bleomycin induced skin fibrosis and analysis of therapeutic effect[49] 
 
在应对组织增生、髓核组织溶出、清创等方面，胶原酶展现出愈发明朗的应用前景。Zhang 等[50]以羟
脯氨酸、粘多糖为检测指标、以髓核组织形态变化为直接观察对象，应用靶向射频热凝固术并结合胶原酶
溶核术治疗椎间盘突出问题，发现各项指标均出现下降趋势，同时对 236 名椎间盘突出问题的病人采取该
联合法进行治疗，术后两周转好率达 66.5% (157/236)、三周转好率达 88.1% (208/236)。后续观察未发现并
发症产生，二次检查椎前盘突出问题减缓或愈合率可达 86.8%，证明联合疗法效果良好。Huett 等[51]将胶
原酶应用于幼儿伤口清创手术中，其中 5/6 创口类型属于外科手术裂开、其余均属于静脉注射渗透。采用
胶原酶进行清创后，短时间内半数伤口完成造粒响应并愈合，平均时间十二天内全部伤口均愈合且无明显
生理性疼痛。综上，胶原酶治疗逐渐成为相关疾病的主流治疗方案，但治疗过程中出现的水肿、皮下出血、
注射部位局部性疼痛和排异性反应依旧不能忽视。 
胶原酶同时应用在基因治疗中，因传统基因治疗过程中受限于基因表达效率偏低，尤其在肿瘤基因治
疗过程中由于间质间高压（Interstitial Fluid Pressure，IFP）导致纳米载体输运受阻，从而使传递的单克隆
抗体及 DNA 载体等因摄取量不足表达出较低的活性[52]。通过预混胶原酶与透明质酸酶对肿瘤丰富的细胞
间质进行预处理，可有效降解间质密集的胶原网络束，达到降低 IFP 的目的，从而促进治疗药品的扩散与
分布、提高转染比率实现治疗的目的[53]。 
3.2 在食品加工中的应用研究 
胶原蛋白氨基酸种类丰富，包含多种人体需要的必需氨基酸，是理想的氨基酸来源补充。胶原蛋白经
热水解、酸、碱、酶部分水解处理可制成常见的水凝胶物质明胶（部分解旋），可用作食品、乳化剂、发
泡剂、胶质稳定剂、絮凝剂、生物降解包装材料及微胶囊等[54-56]，另外由胶原蛋白制备的功能肽被证明具
有促进促炎细胞因子产生[57]、 改善骨质疏松类疾病[58]、改善紫外线过度照射皮肤病[59]、对革兰氏细菌有
一定的抗菌活性[60-61]、具有抗氧化活性[62]、具有无明显副作用抗高血压疾病等功能[63-64]。多年来研究者尝
试在不同处理环境下使用各类蛋白酶及胶原酶等处理明胶或胶原蛋白，而胶原酶因特异性强、处理效果好
且本身用途较为广泛而备受关注[65-68]。目前，胶原酶及蛋白酶已经广泛应用在奶酪制造、低敏婴儿食品。
肉类嫩化等诸多方面[69]。 
肉类口感往往受到肌节长度、组织完整性和肌原纤维状态等影响，人们往往期待口感嫩滑、鲜美多汁
的各型肉类，诸如口感生硬发柴、纤维粗大等的肉类则不符合口感要求。而在部分发展中国家因牲畜通常
要耗尽其生产价值后才会宰杀售卖肉类，这类肉品一般品质不佳，需嫩化处理提高其口感品质[70]。Zhao
等[71]对一株深海嗜冷菌株假交替单胞菌（Pseudoalteromonas sp. SM9913）自产的耐冷胶原酶 MCP-01 的应
用效果进行研究，发现经 MCP-01 处理后的肉类纤维剪切力减少 23%、在 4℃下处理其肉类相对肌原纤维
破碎指数达 91.7%，肉类经过处理能够保持鲜肉色彩同时维持一定潮湿感。与木瓜蛋白酶和菠萝蛋白酶处
理肉类相比，MCP-01 能够在 4℃保持处理能力、在扫描电镜观察下发现与前者的纤维断裂模式也存在差
异。说明微生物胶原酶是一种优良的肉类嫩化酶剂，可以成为嫩肉剂的重要补充。 
由胶原酶、蛋白酶等复合酶解处理得来的胶原蛋白类产品，其特性受原料来源、处理过程和采用酶剂
的差异而不同，但普遍具备抗菌、抗高血压、抗氧化等功能[60-64]，同时胶原酶水解多肽被 FDA 批准为公
认安全（Generally Recognized as Safe，GRAS）类食品，进一步提高了民众对多肽类食品安全性的信心[74]。
近些年来，海产品、胶原蛋白多肽类食品作为保健类食品畅销不衰 [73]。Bin 等[75]采用酸提法从大黄鱼
（Pseudosciaena crocea）中提取鱼类胶原蛋白，采用胰酶及胃蛋白酶两步水解制备提取了多段活性胶原多
肽，在清除羟基自由基活性、清除 DPPH 自由基、清除超氧自由基、同时清除 ABTS 自由基等方面展现出
良好效果，说明制备的胶原多肽具有清除多种自由基的抗氧化能力。Guo 等[76]应用多肽可螯合多种膳食矿
物质的特点，研究了经高温处理的胶原蛋白经胰蛋白酶处理得到的胶原多肽对 Ca2+, Fe3+和 Cu2+等离子的
螯合作用。胶原多肽经分离纯化后集中分布在 500-2000Da 范围内，处理后经联合质谱分析至少 10 条不同
序列的多肽具备螯合金属离子的能力，其中序列为 GPAGPHGPPG 的多肽螯合 Ca2+, Fe3+和 Cu2+的能力分别
达到 11.52 ± 2.23 nmol/µmol、1.71 ± 0.17 nmol/µmol、0.43 ± 0.02 µmol/µmol，证明多肽可作为缓解矿物质
缺乏症的补充食品。高血压作为一种常见的慢性病，给患者带来不适的同时，往往会引起各类心血管疾病
的发生，重则危及生命。肾素血管紧张素系统对于调节体内血压平衡、液盐平衡及组织生长等起到重要生
理功能，系统一旦失衡使得血管紧张素酶原激活，即导致血压升高[77]，而通过血管紧张素（Angiotensin  
Converting Enzyme，ACE）抑制剂可缓解这一过程，抵抗血压升高。Gu 等[78]以鸡肉为来源热溶胶原蛋白
以嗜热蛋白酶制备胶原多肽测试功能肽抑制 ACE 活性，经联合质谱分析有效多肽序列为 IWHHT，其
IC50 = 9.93 ± 0.65 µM，除了具备血管紧张素抑制剂的作用外，IWHHT 及其自身酶解碎片还具有一定的抗氧
化能力与消炎能力。O'Keeffe 等[79]利用黑曲霉（Aspergillus niger）分泌胶原酶处理猪皮胶原蛋白，制备的
胶原多肽同样应用于抑制 ACE 活性检测中，通过采用 UPLC-ESI-MS/MS 鉴定多肽序列，发现效果最佳的
为三肽 Met-Gly-Pro，ACE-IC50 可达 51.11±1.14 µM，通过口服可有效降低收缩压、舒张压和心率，研究发
现 ACE 活性与 C 端氨基酸组成密切相关，其中以脯氨酸（Pro）为末位的 ACE 效果最佳。另外目前从水
母、鱿鱼皮、鳕鱼皮、鲫鱼及鲑鱼等水产品及动物骨骼、外皮中提取制取的胶原多肽均发现具有 ACE 活
性[80]。 
3.3 在环境保护中的应用研究 
在传统水产、皮革工业中，由于处理方法相对粗放及大量使用化工材料，过程中产生了大量的废渣废
气，对生活和水体环境造成较大污染[81]。随着人们环保意识的逐渐提高，倒逼皮革、水产行业等高污产业
提高污染物处理标准，减少有毒有害、有机试剂等常用处理剂的使用。解决这类问题的关键在于能够找到
一类环境友好、高效可靠且性价比优良的替代品。酶制剂由于其高效的选择性、催化能力及相对易于处理
的特点，不但能够满足环境友好的要求，往往还能提高产品品质[82]。从以上层面出发，在传统高污行业，
积极采用酶制剂来替代传统化工用品是主动解决环境问题的优先选择。 
褪毛和染色是皮革产业中典型的单元操作，褪毛是整个皮革产业工序中的第一步，在褪毛过程中由于
要祛除残余附着在动物皮毛上的鲜肉和毛发，需要大量使用石灰和硫化物[83]。另外在鞣制皮革过程中也产
生了大量的含铬废弃物，严重影响生态环境。Jian 等[84]研究了酶制剂对皮革处理的动力学情况，以游离总
蛋白量及糖类总量做分析指标，认为酶制剂处理时间不宜过长，以 3-6h 处理时长为宜，否则将损坏毛皮质
量影响后续工艺。Smail 等[85]筛菌后选用哈茨木霉（Trichoderma harzianum）自产混合酶（检测含有 ɑ 角
蛋白酶、胶原酶、中性酶等酶活性）进行褪毛处理，可良好祛除上皮、毛发，在节约成本的同时实现环境
保护。靳鸿蔚等[86]为了解决皮革铬屑污染问题，利用皮革厂附近采集的样品筛选出的巨大芽孢杆菌（Bacillus 
megaterium）生产胶原酶，经纯化精制后处理铬屑情况良好，30h 可完全消化铬屑皮革废弃物。此外由于
原生皮革着色率差，所以染色过程需要巨量的合成染色剂进行作业。但染色剂生物降解性差，一旦汇入水
体中很难被处理[87]。Kanth 等[88]通过使用胶原酶对皮革进行预处理，使皮革着色率提高至 99%，提高了染
色剂使用效率的同时降低了用量，间接降低了染色剂对环境的危害，同时经过胶原酶预处理的皮革，力学
性质未降低且柔软性、触感有所提升。王耿等[89]从皮革厂、屠宰场等处采集样品，筛选出一株能产碱性蛋
白酶的短小芽孢杆菌，经优化发酵培养条件，酶活比原始菌株提高 5 倍，经鉴定脱毛效果良好。 
3.4 在组织工程上的应用 
在实验室中为了评估细胞信号通路并了解细胞调控机制，通常需要进行体外细胞培养。细胞培养具有
多种培育方式，但均需要酶来消解组织来实现细胞分离[90]。同样在临床手术中，外科手术医生往往也需要
采用组织工程的手段治疗组织损伤，如整形外科医生需要体外培养软骨组织，最为关键的一步即是采集良
好的细胞进行培养[91]。过去常利用胰蛋白酶分离目的细胞，当富集的细胞吸附在无菌培养皿壁上，需要采
用蛋白酶处理来重悬组织细胞。但在应用中胰蛋白酶会水解蛋白 C 端的赖氨酸或精氨酸残基，甚至会损伤
细胞表面生长因子受体和膜蛋白，对细胞造成损害[33, 92]。此外，一些富含胶原蛋白的组织也不易被蛋白酶
降解处理，因而凸显了胶原酶在分离细胞组织上的应用潜力。Isyar 等[91]进行了软骨组织细胞的分离培养，
结果显示良好。Song 等[93]采用嗜热蛋白酶和胶原酶从小鼠耳蜗中提取上皮细胞，结果表明分离的细胞保
留干细胞特性，能够诱导分化为目的细胞。胰岛细胞分离技术也采用了复合酶来进行分离胰岛细胞，原因
在于单纯的胶原酶分离胰岛细胞过程难以控制，研究者通过调控胶原酶及蛋白酶的比例，将来源一致的胰
腺三等分后分别以高胶原酶试剂、高蛋白酶试剂、普通配比试剂进行试验，结果证明，胶原酶不可缺少但
应适当降低比例效果最优，改良试剂取得了较高的净化后胰岛回收率(83.8% ± 5.6%)并提高了回收质量[94, 
95]。 
4 结语 
基于胶原酶可在生理条件下高效、专一的降解各类型胶原蛋白，加之胶原蛋白来源广泛，也是各类必
需氨基酸、亚氨基酸最为丰富的来源之一，所以在应用中二者往往扮演着“成双入对”的角色。本文对胶原
蛋白及两类主要的胶原酶：胶原酶型的 MMP（Matrix Metalloproteinase）和微生物胶原酶（Microbial 
Collagenase）的结构特点、作用机理、实际应用等研究进展进行总结。主要对实质性胶原酶和普通蛋白酶、
以及两类胶原酶在降解胶原蛋白过程中结构上、机理上的异同进行区分，明确了 MMP 及微生物胶原酶的
功能特点。目前此两种胶原酶已广泛应用于病理学研究、治疗组织增生类疾病、生产功能性食品和解决污
染问题等多个领域中，在人类生产生活中扮演了重要角色。 
当前对于胶原蛋白研究较为清楚，对各类型不同组成和结构的胶原蛋白有明确认识[1]。但对胶原酶来
说还有许多亟待填补的空白：例如为了更好的理解微生物胶原酶作用、发展更多有效的胶原酶抑制剂，需
要解析更多的结构并分析其功能组成[33]。另外在原生菌胶原酶纯化操作中目前还存在诸多问题，往往会出
现酶活降低、蛋白量降低的问题[96]。此外对不同类型的微生物胶原酶生理安全性还需分别评估，对胶原酶
适用范围和应用潜力上尚有很大的挖掘空间[33, 69]。 
未来伴随新兴技术的发展，譬如在组学研究层面上，势必会涉及到对胶原酶与有机体相互作用的研究
分析；又如在单分子水平上，能够对单酶的动力学参数进行测定，可能会对酶解胶原蛋白机理产生新的认
识；再如相较当下研究多为体外研究，未来可更多追踪酶分子在体内作用的情况；另外在发展生化材料方
面，利用胶原蛋白作为基质蛋白也成为当下热点。基于全新的技术设备带来的更高维度帮助，对胶原酶及
胶原蛋白这一对共同体的研究和应用势必会再上一个新台阶。 
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